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Abstract (Basic) : EP 412883 A 

Detection and/or identification of a specific nucleotide base (N) 
in a nucleic acid sequence (I) comprises (i) hybridising (I) with a 
nucleotide (II) sufficiently long to permit correct hybridisation at 
any reaction temp. (II) hybridising with the target sequence such that 
its 3 1 -terminus is adjacent to N; (2) synthesis of the strand 
complementary to the hybrid is started (II) serving as primer) in 
presence of a polymerase (P) having no 3 ' , 5 1 -exonuclease activity and 
at least oen modified nucleotide base (N') which is incorporable into 
the extension product but once incorporated blocks elongation of the 
extension product; and (3) detecting N ' by any suitable method so as to 
identify the complementary N in the sequence being analysed. Also new 
are kits for this method. 

USE/ADVANTAGE - The method is used to detect (I) associated with 
genetic or cancerous diseases or infections, or to identify individual 
humans, animals or plants. Unlike known methods, it is rapid and easy 
to carry out, esp . no need for DNA immobilisation or labelling of 
probes. (9pp Dwg.No.0/2) 

Abstract (Equivalent) : EP 412883 B 

Process for detecting and/or identifying a specific nucleotide base 
present on a target nucleic acid sequence of the type comprising an 
hybridisation step of the target sequence on which the base to be 
identified is present with a nucleotide sequence probe of sufficient 
length to permit a correct hybridisation, whatever the reaction 
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temperature, a step of synthesis of the complementary strand of the 
obtained hybrid - the said nucleotide sequence probe serving as 
primer-, in the presence of a polymerase without 3' 5' exonuclease 
action, and a step of detection of the base to be identified by any 
appropriate means, said process being characterised in that: said 
nucleotide sequence serving as primer, hybridises with the target 
sequence in such a way that its 3' end is adjacent to the specific 
nucleotide base to be detected and/or to be identified; and the 
synthesis of said complementary strand is performed in the presence of 
at least one blocking nucleotide base selected among dideoxynucleotides 
and in the absence of dNTP, said blocking nucleotide base, when it is 
incorporated, is detected and permits identification of the 
complementary specific nucleotide base present on the target sequence 
to be analysed. 
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(57) Abstract 



The feature of this process is that; (1) the sequence on which the base to be identified is located is made hybrid with a nu- 
cleotide of adequate length; (2) the synthesis of the complementary strand of the hybrid obtained in (1) is started, said nucleotide 
acting as a trigger, in the presence of: a polymerase without 3'5' exonucleasis action; and at least one modified nucleotide base; 
(3) the incorporated blocking nucleotide base is detected by any suitable means. Application: diagnosis of genetic diseases. 

(57)Abrege 

Procede de detection et/ou d'identification d'une seule base sur une sequence d'acide nucleique. Ce procede est caracterise 
en ce que: (1) on hybride la sequence sur laquelle se trouve la base a identifier avec un nucleotide de longueur suffisante; (2) on 
debute la synthese du brin coxnplementaire de l'hybride obtenu en (1), -Iedit nucleotide servant d'amorce- en presence: d'une po- 
lymerase sans action exo nuclease 3'5' et d'au moins une base nucleotidique modifies; (3) on detecte la base nucleotidique bio- 
quante incorporee par tout moyen approprie. Application: diagnostic des maladies genetiques. 
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PROCEDE RAP IDE DE DETECTION ET/OU D ' IDENTIFICATION D'UNE 
SEULE BASE SUR UNE SEQUENCE D 1 AC IDE NUCLEI QUE* ET SES 
APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a un pro- 
5 cede de detection et/ou d' identification d ! une seule base 
sur une sequence d'acide nucieique, ainsi qu'h ses 
applications, notamment dans le diagnostic des maladies 
g6netiques et dans le controle d'une hybridation. 

L 1 hybridation d'acide nucieique a ete utilisee 

10 pour etudier 1' identity et etablir la presence d'acides 
nucleiques. L 1 hybridation est basee sur 1 ' appariement "de 
bases complementaires. Lorsque des acides nucleiques 
simple brin complementaires sont incubes ensemble, 
lesdits acides nucleiques simple brin s'apparienr pour 

15 former une molecule hybride double brin. La capacity de 
1 'ADN simple brin ou de l'ARN a former une structure avec 
une sequence d'acide nucieique complement a ire est utili- 
see comme methode d 1 analyse et de diagnostic. La disponi- 
bilite de nucleosides triphosphates radioactifs ayant une 

20 activite specif ique importante et le marquage de 1 1 ADN au 
32 P en presence d* enzymes a fonction polymerase, par 
exemple la T 4 kinase, a permis d' identifier, d'isoler et 
de caracteriser de nombreuses sequences d'acides 
nucleiques d f inter§t biologique. 

25 L 1 hybridation represente un critere important 

dans la detection de la presence de sequence d'acide 
nucieique particulieres comme par exemple : 

- dans les maladies genetiques humaines ou 
animales oCi une modification hereditaire du patrimoine 

30 genetique a des consequences morbides (par insertion, 
deletion ou mutation ponctuelle d'une sequence particu- 
liere) / 

- dans les maladies cancereuses, ou des rear- 
rangements de 1 'ADN genomique sont observes ; 

35 " a u cours des infections ou 1 1 on decele la 

presence de genomes etrangers tels que celui des 
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micro or gani sine's (bacteries, champignons et virus par 
exemple) ; 

, - pour 1 1 identification des individus en gene- 
ral : ••; 
5 ...en medecine legale (paternite, filiation par 

exemple)., 

- . dans le domaine agroalimentaire (plantes, 
contr61e sanitaire par exemple) . 

Cependant, 1 'hybridation comme outil de dia- 
10 gnostic peut §tre limitee par la difficult^ de sa mise en 
oeuvre (techniques lourdes) ou par 1' absence de specifi- 
city de 1 'hybridation (protocole operatoire) . 

.-En effet, 1' etude chimique de 1 'hybridation a 
mis en Evidence l 1 influence de la concentration de chacun 
15 des brins vd'acides nucleiques impliques, de leurs lon- 
gueurs, de leurs compositions en bases, de la tempera- 
ture, du pH, de la force ionique, de la viscosite du 
milieu. 

La temperature notamment, est critique et doit 

20 rester Inf6rieure & la temperature de fusion (Tm : 
temperature & laquelle 50 % des sequences sont sous forme 
double brin) . En solution, la temperature optimale 
d' hybridation est 25 *C en dessous de la Tm pour une sonde 
de 150 nucleotides *et legerement plus basse pour les 

25 sondes plus courtes . 

Ainsi " lorsque* l'on veut detecter un mutation 
portant sur une seule base, on peut generalement utili- 
ser, selon . les cas, deux types de sondes : des sondes 
d'acide nucieique dites longues, superieures a 150 

30 nucleotides- en general, ou des sondes d'acide nucieique 
dites courtes entre 17 et 24 nucleotides en general. Si 
la mutation intervient dans un site reconnu specifique- 
ment par ufte enzyme dite de restriction, on peut utiliser 
la technique de Southern : celle-ci comporte les etapes 

35 d'isolemerit de l.'ADN, de digestion par 1' enzyme de res- 
triction, d'eiectrophorese sur gel, de transfert sur une 
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membrane et d' hybridation a l'aide d f une sonde longue 
interessant la region de la mutation ; apr£s lavage et 
autoradiographie, 1' analyse des tallies des fragments 
obtenus permet d'inf inner ou confirmer la presence de la 
5 mutation. Le procede tr£s lourd necessite que la mutation 
interesse un site de restriction. Si ce n'est pas le cas, 
on peut synthetiser une sonde courte oligonucieotidique 
de 17 k 24 nucleotides dont le centre coincide avec la 
mutation que 1 1 on veut detecter. En choisissant des 

10 conditions appropriees d' hybridation et de rinpage 
(specifique de chaque systeme) , on ne peut obtenir une 
hybridation & l'aide de 1 1 oligonucleotide marquee qu'en 
cas d'homologie parfaite (une seule difference nucieoti- 
dique, notamment & l'endroit de la mutation, entraine la 

15 destabilisation de 1 'hybridation) ♦ 

Cependant, ces differentes methodes presentent 
un certain nombre d 1 inconvenient s : 

- conditions de temperature difficiles a mai- 
triser, pour obtenir une hybridation appropriee ; 

20 - eventuellement presence obligatoire d'un 

site de restriction ; 

- immobilisation de I'acide nucleique sur mem- 
brane (Southern blot) . 

Le Brevet Aiti6ricain AMERSHAM n" 4 65 6 127, a 
25 permis de pallier certains de ces inconvenient s, notam- 
ment en ce qu'il permet de detecter une mutation pr£sente 
d. un endroit ne pr£sentant pas de site de clivage par une 
enzyme de restriction. 

Ce Brevet Americain n° 4 656 127, deer it une 
30 rnethode de detection de la mutation d'une base nucieo- 
tique specifique dans un fragment d'acide nucleique (ADN 
ou ARN) cible par : 

(a) hybridation d'une sonde avec la sequence cible pour 
former un hybride d'acide nucleique, dans lequel une 
35 extremite de la sonde est hybrid6e de maniere adjacente a 
la base nucleotidique specifique ; 
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(b) melange de I'hybride avec un derive nucieotidique 
dans, des conditions appropriees a 1 1 Elongation de la 
sonde, de maniere a permettre la jonction derive nucieo- 
tidique - extremite de la sonde, seulement si la base 

5 specif ique dans la sequence cible est (ou n'est pas) la 
mutation a detecter, . une sonde associee audit derive 
nucieotidique etant - resistante a une digestion dans des 
conditions -particuli&res ; 

(c) digestion de l'hybride par une exonuciease dans des 
10 conditions telles ? que le fragment double brin est 

progressivement dig6r6 a partir de 1' extremity de la 
sonde & moins que ladite extremite ait ete mise en jonc- 
tion ayec ledit derive nucieotidique ; 

(d) elimination des portions de la sonde qui ne sont plus 
15 hybridees a la chalne d'acide nucieique ; 

(e) et detection d'une mutation de la base nucieotidique 
sp^c.ifique . .dans la sequence cible par detection de la 
presence ou de l'absence-de la sonde apres digestion. 

Ce proc6de implique en particulier en plus de 

20 la sonde, i'-utilisation d'un derive nucleotidique ayant 
des proprietes particulieres et comporte de ce fait 
encore de nombreuses Stapes* De plus, il necessite, pour 
sa realisation, une immobilisation de I'acide nucieique 
sur une membrane et egalement un marquage (de la sonde ou 

25 du d6riv6 nucieotidique) . 

La presente invention s'est en consequence, 
donne pour : but de . pourvoir a un proced£ d' identification 
d'une base nucieotidique specifique, aise et rapide a 
mettre fen oeuvre, qui r£pond mieux aux n^cessites de la 

30 pratique que les procedes de l'Art anterieur, notamment 
en ce -. que le precede conforme a 1' invention ne necessite 
pas un protoco.le operatoire complexe, c'est-a-dire ne 
necessite ni immobilisation de l'ADN, ni marquage de la 
sonde, et s' applique a la detection de sequences d'acide 

35 nucl6ique particulieres, notamment dans les maladies 
genetiques, les maladies cancereuses, les infections, 
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1 1 identification d'individus humains, animaux ou vege- 
taux. 

La presente invention a pour objet un procede 
de detection et/ou d' identification d'une base nucieoti- 
5 dique specif ique presente sur une sequence d'acide nu- 
cieique, caracterise en ce que : 

(1) on hybride la sequence sur laquelle se trouve la base 
& identifier avec un nucleotide de longueur suffisante 
pour permettre une hybridation correcte, quelle que soit 

10 la temperature de reaction, ledit nucleotide s ! hybridant 
avec la sequence cible, de maniere & ce que son extremite 
3' soit adjacente & la base nucieotidique specif ique & 
detecter et/ou k identifier / 

(2) on debute la synthase du brin complement a ire de 
15 l'hybride obtenu en (1), - -ledit nucleotide servant 

d 1 amorce en presence : 

- d'une polymerase sans action exonuclease 3'5 r et 

- d'au moins une base nucieotidique modifiee, de maniere 
a etre incorporable dans le produit d' extension de 

20 l 1 amorce, ladite incorporation bloquant l 1 elongation 
dudit produit d 1 extension ; 

(3) on detecte la base nucieotidique bloquante incorporee 
par tout moyen approprie, ladite detection permettant 
d 1 identifier la base nucieotidique specif ique compiemen- 

25 taire presente sur la sequence cible a analyser. 

On entend par nucleotide, au sens de la pre- 
sente invention, aussi bien un oligonucleotide, qui com- 
prend de 10 & 50 bases qu'un nucleotide pouvant com- 
prendre plus de cent bases . 

30 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du- 

dit procede, les" bases nucieotidiques bloquantes sont des 
didesoxynucieotides . 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 
geux dudit procede, lesdites bases nucieotidiques blo- 

35 quantes sont marquees de maniere appropriee notamment par 
un marqueur choisi dans le groupe qui comprend des sub- 
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stances radioactives, des enzymes, des produits chimiques 
chromophores fluorescents ou chimioluminescents et des 
anticorps appropries. 

; Selon une disposition avantageuse de ce mode 
5 de mise en.-oeuvre, le marqueur est identique ou different 
pour chacune des- bases nucieotidiques bloquantes. 

i, Selon une modality de cette disposition, 
lorsque les quatre bases bloquantes sont marquees k 
1 ' aide de marqueurs dif ferents, la detection des quatre 
10 nucleotides bloqu^nts est avantageusement simultanee. 

Selon un. autre mode de mise en oeuvre avanta- 
geux dudit proqede, lorsque les quatre bases bloquantes 
sont . marquees . de maniere identique ou bien lorsqu'elles 
ne sont. pas marquees, la detection des quatre nucleotides 
15 bloquants est r6alis6e successivement et/ou separement. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, on detecte, de maniere appropriee, le. 
pyrophosphate forme lors de la reaction de polymerisa- 
tion. 

20 En effet, la reaction de polymerisation genere 

la. production d'un pyrophosphate, comme suit : 

matrice - amorce + dNTP > matrice - (amorce + dNMP) + 

pp i- 

En mesurant le pyrophosphate dans chaque tube 
25 de reaction; ' il est possible de determiner pour laquelle 
des bases line reaction de polymerisation s'est produite. 

: Selon, une autre disposition avantageuse de ce 
mode de raise en oeuvre, on detect e chaque base nucleoti- 
dique marquee. 

30 En effet, chaque tube de reaction contient, en 

ce cas, une seule base riucieotidique marquee, les trois 
autres ne l'etant pas ; la mesure de la base marquee (par 
fluorescence, radioactivite . . . ) permet de determiner pour 
laquelle des bases, une reaction de polymerisation s'est 

35 produite,. les bases marquees non incorporees etant elimi- 
nees par lavage. 
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Le proced6 conforme a l 1 invention a notamment 
l'avantage de permettre de definir les conditions opera- 
toires, independamment de la base nucleotidique a identi- 
fier et de ne pas necessiter d 1 immobilisation de l'acide 
5 nucleique sur une membrane. 

La pr^sente invention a egalement pour objet 
un kit ou coffret de diagnostic, pret a l ! emploi, pour la 
mise en oeuvre du procede conforme a 1' invention, carac- 
terise en ce qu'il comprend outre les quant ites conve- 
10 nables de react if s et tampons adaptes a la mise en oeuvre 
du proc6de : 

- des quantites appropriees d'un nucleotide (servant 
d 1 amorce) capable de s'hybrider avec la sequence cible de 
maniere a ce que son extremity 3 ! soit adjacente a la 

15 base nucleotidique specifique a detecter ; 

- des quantites appropriees de quatre bases nucieoti- 
diques modifiees de maniere a etre incorporables dans le 
produit d 1 extension de 1 ' amorce tout en bloquant 
l 1 Elongation dudit produit d 1 extension ; et 

20 - des quantites appropriees d'une polymerase sans action 
exonuclease 3'S 1 . 

Selon un mode de realisation avantageux dudit 
kit ou coffret, les bases nucieotidiques modifiees sont 
des didesoxynucleotides (ddTTP, ddGTP, ddATP, ddCTP) . 

25 Selon un autre mode de realisation avantageux 

dudit kit ou coffret, les bases nucieotidiques .modifiees 
sont marquees de maniere appropriee notamment par un raar- 
queur choisi dans le groupe qui comprend des substances 
radioactives, des enzymes, des produits chimiques chromo- 

30 phores fluorescents ou chimioluminescents et des anti- 
corps appropries". 

Selon encore un autre mode de realisation 
avantageux dudit kit ou coffret, il comprend, en outre, 
des reactifs appropries pour le dosage du pyrophosphate- 
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. : -Outre les - dispositions qui pr6c6dent, 
1' invention comprend encore d'autres dispositions, qui 
ressortirorit de la description qui va suivre. 

L 1 invention sera mieux comprise & 1 1 aide du 
5 complement de description qui va suivre, qui se r£f6re & 
des exemples de .mise en oeuvre du proc6d& objet de la 
pr^sehte invention. 

1 .11. doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnas, uniquement & titre d 1 illustration de 
10 1' objet de -1 1 invention, dont ils ne constituent en aucune 
mani&re tone limitation . 

Exemple 1 : diagnostic de'la dr&panocytose par le proc£d£ 
conforme £ 1 1 invention (mesure des didfesoxynucleotides 
fluorescenta) . 

15 La dr^panocytose ou an6mie falciforme est due 

& une mutation dans l'un des exons du gene P codant pour 
la chalrTe p de 1 'h^moglobine <Hb> . Cette mutation consis- 
tant en une substitution d'une adenine (A) par une thy- 
mine (T) , modifie-jle codon GAG, traduit en un acide glu- 

20 tamique (en position G) dans l'Hb normale, en codon GTG, 
traduit en une. valine dans l'Hb anormale (HbS) . 
L' ADN qui ;a fet£ utilise dans cet exemple correspond a 
une sequence d'ADN amplifi§ simple-brin. 
a) Blocage des amorces d 1 amplification. 

25 * m^langer dans . un tube de microcentrifugation, pour 
chaque ADN matrfce : 
- 100 ng d' ADN (simple-brin amplifi§) 

. - 7 ,|ll de tamppn Sequenase 5X (= Tris-HCl pH 7,5, 
200 mM ; NaCl, 250 mM / MgCl 2 , 100 mM) 
30 - H 2 0 qsp 22 lH 

* agiter & l'aide d'un vortex et centrifuger rapidement 

* incuber au bain-maarie & 95 *C pendant 2 minutes. 

* enlever; vite et placer au bain-marie a 37 *C pendant 10 
minutes . 
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* preparer le tampon de reaction pour un echantillon 
d'ADN, const itue de : 

- 2,5 \ll DTT 0,1 M 

- 1 \il d'un melange de ddNTP,dilu6 au 1/400 (ddTTP : 
5 112 \1M ; ddGTP : 1,12 \XM ; ddATP : 3,36 (IM ; 

ddCTP : 8, 96 \UA) . ; et 

- H 2 0 qsp 6,5 [ll 

- Sequenase 1 |il (3 unites) 

* enlever les tubes du bain-marie et centrifuger rapide- 
10 ment, 

* ajouter le tampon de reaction et melanger, 

* placer au bain-marie £ 37 "C, pendant 5 minutes, 

* enlever les tubes et les placer dans la glace. 

b) Elimination des didesoxynucieotides froids en exc£s 
15 On utilise les syst&mes de microseparation Centricon 3 ou 
10 (Amicon) qui, par filtration sur membrane accel§ree 
par centrifugation, permettent de retenir des especes 
mol£culaires de poids mol6culaire sup£rieur £ 3 000 ou 10 
000 Daltons (par exemple: un nucleotide correspond a 330 
20 D et un oligonucleotide de synthase de 20 meres corres- 
pond & 6 600 D) . 

- disposer le volume r£actionnel issu de a) dans un "Cen- 
tricon" 3 ou 10 et diluer si n£cessaire, 

- centrifuger & moins de 5 000 g en suivant les instruc- 
25 tions du fabricant, de fapon & r£cup£rer un volume mini- 
mal, 

- inverser le systeme "Centricon", 

- centrifuger pour recup£rer le volume r£actionnel, 

- ramener le volume obtenu & 12 |xl. 

30 c) Microsequencacre <proced£ conforme k 1' invention) 

* Pour chaque tube d'ADN,. ajouter aux 12 fil : 

-15 ng d 1 oligonucleotide. 5 1 CATGGTGCACCTGACTCCTG 3' 
(OA) , correspondant & la sequence s'arretant a la base 
adjacente & la position de la mutation 
35 - 1 ill de Tampon Sequenase 5X tel que defini en a) ci- 
dessus et proceder comme dans a) ; puis 
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* preparer le tampon de reaction constitu§ pour chaque 
6chantillori de : 

- 2,5 \ll DTT 0,1 M 

- 1 jil d'une dilution au l/4006me d'un melange de ddNTP 
5 fluorescents (ddTTP* : 112JIM ; ddGTP* : 1, 12|lM ; ddATP* : 

3,36JXM ; ddCTP* • : 8,96|!M). Les did£soxynucl£otides 
fluorescentis sont vendus par Du Pont (Genesis™ 2000 DNA 
Analysis .System)"- ; 

- H 2 0 qsp.^6,5 |ll 

10 - Sequenase 1 pi (3 unites) 

* enlever >les tubes du bain-marie, centrifuger rapide- 
ment, 

* ajouter 1*4 t^igpon de reaction, melanger, 

* placer ku bain-marie k 37 "C, pendant 5 mns, 

15 * enlever les tubes et placer les dans la glace, 

d) Lavage des did£soxynucl£otides fluorescents en exces : 

* passer les 6chantillons sur colonne de Sephadex G50, 

* r6cup6rer: les &luats . 

e) Detection 

20 La detection se fait pour chaque &chantillon 

apr&s migration 61ectrophor6tique et excitation par une 
source telle qu'un laser. Le signal est analyst par un 
f luorom^tre. 

On obtient les courbes a (t§moin) et b (ma- 
25 lade), comme * visible sur la figure 1, qui permet de 
d§tecter au niveau de la position correspondant a une 
6ventuelle mutation, 1 1 incorporation d'un ddATP en a, 
pour IVindividu sain et pour l'individu malade homozygote 
en b, 1 'incorporation d'un ddTTP, 
30 Exemple 2 : Microsfequengage d'une base sur une sequence 
d'acide nucl6igue ( ADN du bacteriophage M13 mp8) . 
a) Matferiel de depart 

* ADN simple brin.de bacteriophage M13mp8 

* Oligonucleotide de synthase dit Primer Universel de s§- 
35 quence : 3 1 TGACCGGCAGCAAAATG5 1 
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La premiere base incorporate sur 1' amorce dans le sens 
5 ! — >3* est un G. 
b) Protocole 

Le protocole est Equivalent au protocole de 
5 detection de mutation ponctuelle k partir de l'§tape c de 
l'exemple 1. Les- Stapes a et b sont inutiles, 1' ADN du 
phage Ml 3 etant non containing par des oligonucleotides. 

En variante, le protocole est le suivant : 

- 3. lig d'A.D.'N. simple-brin Ml 3 

10 - 15 ng d' oligonucleotide primer universel 

- 7 |i.l de Tampon 5X Sequenase 

- H 2 0 qsp 22 |ll 

La. detection revile 1 9 incorporation sur le 
primer d'un dideoxy GTP, ce qui correspond au resultat 

15 attendu, comme visible sur la figure 2, qui montre les 
r^sultats obtenus avec deux dilutions differentes des 
ddNTP (1/200 (a) et l/400eme (b) ) . 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1' invention ne se limit e nullement & ceux de ses modes de 

20 mises en oeuvres, de realisation et d 1 application qui 
viennent d'etre decrits de fapon plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
venir & 1' esprit du technicien en la matiere, sans 
s'ecarter du cadre, ni de la portee de la presente inven- 

25 tion. 
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>- REVEND I CAT I ONS 

1*) Procede de detection et/ou 

d' identification d'une base nucieotidique specif ique pre- 
sente sur une sequence d'acide nucieique, caracterise en 
5 ce que :-"•/.- 

(1) on hybf'ide la sequence sur laquelle se trouve la base 
& identifier avec un nucleotide de longueur suffisante 
pour permettre une hybridation correcte, quelle que soit 
la temperature de reaction, ledit nucleotide s'hybridant 

10 avec la sequence cible, de maniere & ce que son extremite 
3' soit adjacente k la base nucieotidique specif ique k 
d§tecter et/ou A identifier ; 

(2) pn debute la synthese du brin compiementaire de 
I'hybride pbtenu en (1), - ledit nucleotide servant 

15 d* amorce en presence : 

- d'une polymerase sans action exonuciease 3*5* et 

- d'au moins une base nucieotidique modifiee, de maniere 
h §tre incorporable dans le produit d' extension de 
1' amorce, ./ladite incorporation bloquant 1' elongation 

20 dudit 'prpdviit d'extension ; 

(3) on detect e la base nucieotidique bloquant e incorporee 
par tout moyen approprie, ladite detection permettant 
d 1 identifier la base nucieotidique specif ique compiemen- 
taire presente sur la sequence cible & analyser. 

25 2^) Procede selon la revendication 1, caracte- 

rise en ce que les bases nucieotidiques bloquantes sont 
des didesoxynucieotides . 

v 3*) Procede selon la revendication 1 ou la re- 
vendication 2, caracterise en ce que lesdites bases 

30 nucieotidiques . bloquantes sont marquees de maniere appro- 
priee, notamment a 1 1 aide d'un marqueur choisi dans le 
groupe qui'* comprend des substances radioactives, des 
enzymes; des prociuits chimiques chromophores fluorescents 
ou chimiolumine scents et des anticorps appropries. 
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4*) Procede selon la revendication 3, caracte- 
rise en ce que le marqueur est identique ou different 
pour chacune. des bases nucieotidiques bloquantes. 

5°) Procede selon la revendication 4, caracte-. 
5 rise en ce que lorsque les quatre bases bloquantes sont 
marquees a I'aide de marqueurs diff brents, la detection 
des quatre nucleotides bloquants est avantageusement 
simultanee, 

6°) Procede selon l'une quelconque des 

10 revendications 1 a 4, caracterise en ce que lorsque les 
quatre bases bloquantes. sont marquees de maniere iden- 
tique ou bien lorsqu'elles ne sont pas marquees, la 
detection des quatre nucleotides bloquants est realisee 
successivement et/ou separement . 

15 7 ") Procede selon la revendication -6, caracte- 

rise en ce qu'on dose, de maniere appropriee, le 
pyrophosphate forme lors de la reaction de polymerisa- 
tion, ledit dosage de pyrophosphate permettant de deter- 
miner pour laquelle des bases une reaction de polym§risa- 

20 tion s'est produite. 

8") Procede selon la revendication 6, caracte- 
rise en ce qu'on detecte chaque base nucleotidique blo- 
quante marquee. 

9°) Kit ou coffret de diagnostic, pret a 

25 l'emploi, pour la mise en oeuvre du procede selon l'une 
quelconque des revendications 14 8,' caracterise en ce 
qu'il comprend outre les quantites convenables de reac- 
tifs et tampons adaptes 4 la mise en oeuvre du precede : 

- des quant ites approprifees d'un nucleotide, servant 
30 d'amorce, capable de s'hybrider avec la sequence cible de 

maniere k ce que son extremite 3 1 soit adjacente a la 
base nucleotidique specifique k detecter ; 

- des quantites appropriees de quatre bases nucieoti- 
diques modifiees, de maniere k etre incorporables dans le 

35 produit d 1 extension de 1 1 amorce tout en bloquant 
1* elongation dudit produit d' extension ; et 
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- des quantit^s appropri&es d'une polymerase sans action 
exonucl£ase 3 1 5 1 . 

.: 10") Kit ou coffret selon la revendication 9, 
caract6ris6 en ce que les bases nucleotidiques modifi^es 
5 sont cies ctid£soxynucl6otides • 

11") Kit ou coffret selon la revendication 9 
ou la revendication 10, caract£ris£ en ce que les bases 
nucleotidiques raodifi&es sont marquees de mani^re appro- 
pri§e, notamment a l'aide d'un marqueur choisi dans le 
10 groupe qui comprend des substances radioactives, des 
enzymes, des produits chimiques chromophores fluorescent s 
ou chimioluminescents et des anticorps appropri£s. 

12") Kit ou coffret selon I'une quelconque des 
revendications 9 & 11, caract£rise en ce qu'il comprend, 
15 en outre, des r&actifs appropries pour le dosage du 
pyrophosphate. 

13") Application du procede selon l'une quel- 
conque des revendications 1 & 8, a la detection de la 
presence de sequences d'acides nucl£iques particuli&res 
20 associ£es & des maladies, telles que maladies g6n£tiques 
ou maladies canc£reuses, k des infections, ou propres a 
permettre* 1 1 identification d'individus humains, animaux 
ou v£g£taux. 
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